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論文内容要旨
 第1輩序論
 コ・ナウィルスは主としてその形態学的特徴から,ミキソウィルスやパラミキソウィルスとは区
 別され,やや多形性の直径80～1.60nmの球形をなし,粒子表面に太陽のコ・ナを想起させるい
 わゆる「コ・ナ様突起」=(長さ約20nm,先端部の直径約10nm)をもち,内部にRNAを含む
 エソベ・一プウィルスの総称である(Tyrreiiら,1968)。現在までのところ,このウィルス
 による疾患としてヒト上気道感染症,ブタ下痢症,マウス肝炎等が知られている。
 近年,佐藤ら(1976)はラット顎下腺炎およびマウス乳仔下痢症の流行を認め。夫々の流行性
 要因を追究し,これらの因子は本質的に同一であり,マウス乳仔下痢症を誘起するウィルス性因子
 であることをみいだし仮にDlarrheavlrusofin[antmice(DV亙M)と命名した。
 更に,このウィルスの血清学的検討から,このウィルスはコ・ナウfルスに極めて良く類似するこ
 とが示唆された。しかし,DV玉Mの形態および生物学的性状等については全く不明である。
 本論文の目的は第ユにDVIMと既知のコ・ナウィルスとの形態学的関連について明らかにするこ
 とであり,第2にDVIMのもつ赤血球凝集能の特徴を解明すること,第3にDVIMの構成成分を
 微細解剖学的に解明することである。
 第2章新識矯ナ様ウィルス(DVIM)の形態学的特性について
 1)細胞変性効果(Cytopathiceffect)
 10%牛胎児血清添加のEagleのMEMで増殖させたBALB/c-3T3細胞にDVIMを
 感染させると感染後10時間から12時間に顕著なシγシチウムを形成し、かつその培養上清に
 はマウス赤血球に対するHA(赤血球凝集素)活性をもつウィルス粒子を遊出させた。DVIM
 感染によワ誘起されるシγシチウムとウィルス産生の関係を知るため,カバースリップ培養の細
 胞にDVIMを接種し培養上清に遊出するHAおよび細胞融合度を経時的に追跡したところ細胞
 融合の著しい増大は接種後10時間以後にみられたが,一方,HA価は接種後約8時間から急速
 に上昇した。
 このように,ウィルスの産生はシγシチウム形成に先だって進行する。
 2)増殖曲線
 チューブ培養したBALB/c-3T3細胞にDVIMを接種,36℃で廻転培養し,細胞内およ
 び細胞外に出現したウィルスの感染価,HA価を経時的に測定し1段増殖曲線を作製した。感染
5,3
 価を指標とした場合,細胞内ウィルスは接種後4時間から検出され6時間で最高に達し10
 TCID50./OJ麗を示した。細胞外ウィルスの感染価の急上昇は接種後6時間に認められ8～
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 10時間で最高値(1053TCID50/0.1寵4)に達した。HA価を指標とした場合,細胞内ウ
 ィルスのHA価の上昇は感染価のそれとよく対応した。細胞外ウィルスのHA価もまた,細胞内
 ウィルスのそれより約2時間遅れて平行して上昇した。BALB/c-3T3細胞におけるDVIM
 の1段増殖に要する時間は約6時間であった。
 3)ウィルスの精製
 DVIM粒子の微細構造およびSDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動(PAGE)による
 粒子構成タγパクの解析のため,BALB/c-3T3細胞により増殖させたDVIM培養上清を分
 画遠心により濃縮精製した。70.000x9、180分の遠心により濃縮したウィルスを再浮遊
 させ,藤糖密度勾配遠心(15%,30%,50%W7Wstepwise=64,000xg,120分)
 により,感染価,HA価,OD280の吸光度は共に30%と50%の中間にピークを形成した。更
 に,このピークフラクションを簾糖密度勾配遠心(20%～50%1inear=77,500x9,90分)
 により再精製したところ密度7.73～7.149/㎡に単一ピークを認めた。なお,塩化セシウム
 による密度勾配遠心(178,900×9,12時間)ではL16～1.18g/循に単一のバンド
 を形成した。
 4)ネガティブ染色によるウィルス粒子の観察
 DVIMのリγタングステン酸ネガティブ染色による電子顕微鏡観察の結果から,このウィル
 スは平均直径100nmのほぼ球形をなし,厚さ約10nmのエγべ・一プをもち,粒子表面は
 長さ20nm,その先端部の直径約10nmの突起でおおわれ,既知のコ・ナウィルスの形態と一一
 見類似性を示した。このいわゆる「コ・ナ様突起(大突起)」,は極めて脱落しやすく,そり脱落
 した跡に常に5nmの微小突起を認めた。このような突起は他のコ・ナウィルスでは認められて
 おらずDVIMに極めて特徴的なものである。微小突起はSonlcation(20KHz)によって
 も脱落せず,粒子表面に強固に結合し,かつ大突起脱落後にもHA活性はよく保持された。粒子
 内部には管状構造物が不定形に配列しているように観察されたが詳細は今のところ不明である。
 5)走査型電子顕微鏡によるシンシチウムの観察
 カバースリップ培養した細胞にDVIMを感染させ感染後10時間に出現するシンシチウムの赤血
 球吸着(マウス赤血球使用)を確認し,グルタールアノLゲヒド固定臨界点乾燥法により乾燥後,金パラジウム
 蒸着を施しその表面微細構造を観察した。シγシチウム表面には直径約100nmの多数の微細
 粒子が認められ,これらはネガティブ染色による観察から測定されたDVIM粒子の大きさに近
 似し,DVIMそのものと考えられた。
 6)螢光抗体法によるDVIM感染細胞の観察
 ウサギ一統DVIM血清を用v・螢光抗体間接法により接種後10時間のDVIM感染細胞を観
 察した。ウィルス抗原はシγシチウムの細胞質内に認められ核内には認めなかった。
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 第5章新:コロナ様ウィルス(DVIM)の赤血球凝集能および粒子構成タンパ
 クについて
 1)赤血球凝集能および赤血球吸着の特性
 BALB/c-3T3細胞で増殖させたDVIMのHA能を種々の動物由来の赤血球を用い,マ
 イク・タイターブレ・一トで試験した結果,4℃ではマウスおよびラット赤血球を凝集したが
 37℃や室温では解離した。ヒト0型,モルモットウサギ,ニワトリ,ガチョウの赤血球は
 いずれの温度条件下でも凝集されない。4℃で形成されたHAパターンは37℃に放置すると
 15～20分で消失しはじめる。このような短時間でのHAパターンの消失はノイラミニダー
 ゼをもつInfluenzaAやHVJ(セァダイウィルス)では認められなかった。またマウス
 赤血球に対するHA能はpH6.5〔〕付近に至適pHをもち,HAパターンの消失に及ぼすpH
 は7,20～7.40で最も著明であったo
 DVIMの培養上清を・1℃,37℃,56℃に維持し,HAおよび感染性に及ぼす温度の
 影響を観察した。HA価は37℃24時間incubation後も安定であるが56℃では20
 分で失活する。感染価は37℃,9時間で90%以上を失活し56℃では5分で99%以上
 の失活を示した。4℃ではHA,感染性共に6日後においても失活しなかった。DVIMはエ
 ーテル処理によりHA,感染性共に5分以内に失活した。
 DVIM感染により生じたシンシチウムはマウス赤血球を吸着するが,やはり37℃に放置すると急速に
 吸着赤血球を遊離した。赤血球を遊離させたシンシチウムに新鮮赤血球を加え再び4℃に放置すると
 再吸着を示すが1度遊離した赤血球はもはや吸着しない。これはDVIMが赤血球のりセプタ
 ーに対し何らかの「酵素的作用」を及ぼす結果と考えられた。そこでマウス赤血球をDVIM,
 Inf⊥.A,RDE(コレラ菌558株培養3液)と夫々4℃で混合し,次に37℃にincubate
 し,それらの酵素的処理を施した赤血球を用いてDVIM,Infl.A,HVJの各々のウィル
 スによるHA価を測定し,DVlMの「酵素的作用」が既知のノイラミニダーゼと異るものか
 否かを検討した。その結果,DVIMのHA活性はInfl-AおよびRDE処理の赤血球によ
 っては影響されずDVIMによる処理赤血球を用いた場合にのみ著しいHA価の低下を示した。
 更にまた,DVIMによる処理赤血球によってはInfl.AやHVJのHAの低下はもたらされ
 なかった。これらの事実はマウス赤血球はInf1-AやHVJに対するリセプターの他にこれ
 らと異なるDVIM特異的リセプターをもつことを示し,かつ,そのリセプターはDVIMの
 もつリセプター破壊活性因子によってのみ影響されることを示唆した。
 2)ウィルスーポリペプチド
 精製したDV1MをSDS-PAGEにより分離し,5つのメジャーパγドと2つのマイナー
 バンドを認めた。夫々の凡その分子量はVP1こ139,000,VP1、=110.000,VPlbこ100,000
 VP2=68,000,VP3=53,000,VP4=38,000,VP5こ22,000であった。更に,Schiff
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 試薬,0闘rθ40によるゲルの染色特異性により,糖タγパクおよび糖脂質タンパクを判定
 した結果,糖タンパクとしてVP1,糖脂質タンパクとしてVP2が推測された。また,DVIM
 をブ・メリン(抑g/勉6)一dithiothreitol(0.05M)により37℃で180分処理し更
 に分画遠心によりウィルスエンベ・一プに位置する構成成分の除去を試みた。SDS-PAGEに
 よりVP3のみが著明に確認され,これはブ・メリン処理に影響されない唯一の成分であると
 考えられる。なおVP3は粒子中最大の比率を(26%)占めた。
 第4章論議
 DVIMは血清学的に既知コ・ナウィルスと強い親和性が認められ,更にDNA合成阻害剤によ
 ってもウィルス産生は阻害されないことから,DVlMはコ・ナウィルスに類似したRNA型ウィ
 ルスであることが佐藤ら(1976)により示唆された。本論文ではまず,DVlM粒子の形態学的
 観察から「コ・ナ様突起」およびエソベ・一プの存在を確認し、その形態,サイズからもコPナウ
 ィルスの特徴に良く類似していることを示した。
 また,BALB/c-3T3細胞におけるDVIMの増殖周期は約6時間であり他のコ・ナウィルス
 に比較し非常に早く,増殖は細胞質内で行われシγシチウム表面からの出芽により成熟するものと
 考えられる。
 しかし,①DVIMは他のコ・ナウィルスに比較し多形性に富まない。②粒子表面突起は二種
 類の構成成分から成り立っており,そのうちの微小突起は顯粒状を呈し,表面から脱落し難く大突
 起に比較しより安定した構造である。また突起の配列は他のコ・ナウィルスよりもや工蜜である。
 ③既知のコ・ナウィルスは感染細胞内部のvesicle中への出芽により成熟するのに対し,DVIM
 はシンシチウム表面からの出芽により成熟する。等の点で先にTyrreliら(1968)により指摘
 された既知コ・ナウィルスの特徴と必ずしも一致しない。
 更に,特徴的事実として,DVIMはHA能をもちマウス,ラントの赤血球を凝集するが,粒子
 自体に温度依存性のDVIMリセプター破壊活性因子をもち,しかもこれはInf1-A、Bおよび
 RDE型のノイラミニダーゼとは明らかに異なる反応性を示すことである。このリセプ歩一破壊活
 性因子の作用は,やはり最近までノイラミニダーゼの存在が確認されていなかったInf1-Cのり
 セブター破壊活性因子と現象的には極めて良く類似しているように考えられる。
 第5章要約
 近年,マウス乳仔下痢症から分離されたウィルス(DVIM)をBALB/c-3T3細胞により
 増殖させ以下の結果を得た。
 ①DVIMは直径1〔)Onmの球形をなし,厚さ10nmのエソベ・一プをもつRNA型ウィルスで
 あり粒子表面に長さ20nm幅10nmの突起をもつコ・ナ様ウィルスである。
 ②表面突起は既知のコ・ナウィルスとは異なり,形態的に長さ20nmの大突起と長さ5nmの微'』・
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 突起の2つの型を認める。微'」・突起はSonicationによっても脱落せず強固に粒子表面に保持
 されることから,これは大突起の基部をなすものと思われ,HA能は微小突起に担われている可能
 性が大きい。
 ③DVIMはBALB/c-3T3細胞に感染しシノシチウムを形成する。増殖は細胞質内で行われ
 その周期は約6時間である。
 ④マウス赤血球はシンシチウムに吸着し,その表面微細構造の観察から,DV亘Mの細胞外への遊
 出はシγシチウム表面からの出芽による。
 ⑤DV亙Mはマウスおよびラットの赤血球を4℃で凝集し,37℃で解離する。
 ⑥HA活性の至適pRは6.5付近である。HA活性は37℃24時間でも全く失活しないが56℃
 20分,エーテル処理等で失活する。
 ⑦一・一ウス赤血球のDV亙M!1セブクーは量pfl-AIJセフターとは別個に存在iし,RDEおよび
 軌且一Aのノイラミニダーゼでは破壊されずDVIMとの反応によってのみ破壊される、っ
 ⑧SDS-PAGEによリ7種のポ!]ペプチドを確認した。
 ⑨VP1は粒f・表面の糖タンパクとみなされVP2は多分工γべ・一ブ主成分と考えられ糖脂質タ
 ンパクである。VP3は粒子中鮫人のタγパク量を占め,ブ・メリγ処理で全く影響されない唯一
 の構成成分であり核タγパクに関与していると考えられる。
 DVlMの分類学的位置づけは未だ確立されていないが現在までの知見から、本ウィルスは従
 来のどのウィルスにも概当しない新ウィルスであり「コ・ナウィルスに関連性をもつウィルス
 (CorOIlareiatedvirus)」であると結論される。
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 論文審査の結果の要旨
 杉山一夫提出の論文はマウスから分離した新しいタイプのウィルスの性状をしらべ,そのウィル
 スが従来知られているコ・ナウィルスに類似したコ・ナ様ウィルスであることを明らかにしたもの
 である。まず培養細胞にウィルスを感染させて,ウィルスを増殖させ,その培養上清から藤糖密度
 勾配遠心によって,ウィルスを分離精製した。リンタングステン酸ネガティブ染色による竜子顕微
 鏡観察によって,このウィルスは平均直径100nmのほぼ球形をなし,表面は先端部の直径約ユO
 nmの突起で覆われていることを観察した。この形態は既知のコ・ナウィルスに類似するものであ
 るが,このコ・ナ様突起は種々の処理によって脱落しやすく,その脱落したあとに常に5nmの微
 小突起を認めた。このような突起は他のコ・ナウィルスでは認められておらず,このウィルスに特
 徴的なものであった。また走査型電子顕微鏡によって,ウィルス感染で生じた細胞のシンシチウム
 を観察したところ,その表面には直径100nmの多数の粒子が認められ,これらはその大きさか
 ら出芽しつつあるウィルス粒子と考えられた。この出芽法は既知のコ・ナウィルスとは異なるもの
 であり,その形態とあわせて,コ・ナ様ウィルスとも呼ぶべき新しいタイプのウィルスであること
 が明らかになった。さらにこのウィルスの構成タγパク質をSDS一ポリアクリルアミドゲル電気
 泳動によって分離した。その結果7本のバンドが認められ,それらの分子量は夫々139,000,
 llO,000,」00,000,68、OOO,53,000,38,000,22,000と推定された。
 これらの研究成果は新しいタイプのウィルスを記載したものであり,動物のウィルスの分類に関
 して一つの知見を加えるものである。これらの成果は提出者が自立して研究活動を行うに必要な高
 度の研究能力と学識を有することを示すものである。よって杉山一夫提出の論文は理学博士の学位
 論文として合格と認める。
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